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【要旨と結語】　脳・脊髄内痛覚伝導路は現在でも不明な点が多い．侵害刺激にすばやく反応する遺伝子（＞
fosがあり，　C－fosが誘導する蛋白を免疫染色すると刺激に反応した神経細胞を検索できる．そこで，これま
で子宮の外膜あるいは内膜に侵害刺激を与えた実験はないので，本研究ではラットの子宮外膜あるいは内膜
をホルマリンで30分あるいは60分間刺激し，その後30，60，90，120分間生存させた．灌半固定後免疫染色
を行って（＞fos蛋白発現細胞（以下陽性細胞と記す）を脊髄に求めた．両刺激例の陽性細胞は下位胸髄から上
位腰髄にわたり，刺激側の1＋II層から出現し，生存時間が長くなるとX層，反対側の1＋II，X層にも出
現した．さらに，側索背外側部，III＋W，　V層にも出現した．いずれの刺激例も両側の1＋II層に多く，V，
X層にやや多くの陽性細胞を認めた．なお，内膜刺激例では外膜刺激例よりも陽性細胞数が少なかったのは，
内膜が外膜よりもホルマリン刺激に抵抗性が強かったためと考えられる．諸家のこれまでの研究および本研
究の結果から，体性および子宮を含めた内臓からの侵害情報は共通して1＋II，　VおよびX層に至ることに
なる．
はじめに
　最初期遺伝子の一つであるC－fosは持続的末梢神
経刺激によって生ずる情報で，とりわけAδ一および
C一線維によって伝達される侵害情報で1）脊髄内ニ
ューロンに発現する2～9）．さらにモルヒネ10～16）やケ
タミン17）の作用によってC－fos発現が抑制される．
このようなC－fosの特性を生かし，種々の部位に侵
害刺激を与えて痛みと関連する脊髄細胞の検索が行
われている．種々の刺激（炎症誘発物質，熱，電気，
圧）を下肢の皮下や関節腔に2・　3・　12・　13・　18・　19），また，腹
膜，胃，十二指腸，大腸，膀胱，尿管，膣頚部
に3・9・15・20～28）与えて胸髄から腰仙髄にかけて後角浅
層を中心にC－fos蛋白発現細胞（以下陽性細胞と記
す）が観察されている．これらの細胞の多くは脳幹
に上行性線維を送る29）．結腸や子宮の内膜を直接化
学物質で炎症を起こさせ，動物の行動をみてい
る30・　31）．しかし，子宮外膜あるいは内膜に直接侵害
刺激を与え，脊髄での陽性細胞をみた報告はない．
さらに，難治性疹痛の一つに不定愁訴による痛みが
あり，この痛みは子宮外膜炎症に原因があると考え
られている32・33）．このように臨床的には一過1生の痛
みよりも慢性痛の方が大きな問題になるので，長い
時間刺激に反応した細胞が標識されていることが望
ましい．また，C－fos　mRNAよりもC－fos蛋白の方
が刺激後の反応時間も長く6），また，ホルマリンは
皮下注射されると痛みを引き出し脊髄におけるC－
fos蛋白発現を誘導する物質である3・　10・　19・　30・34・　35＞．そ
こで，本研究では子宮の内膜，外膜にホルマリン刺
激を与え，脊髄における陽性細胞の分布を経時的に
調べた．さらに，諸家の他の内臓，あるいは体性侵
害刺激に対する発現細胞の分布様式と本研究の結果
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とを比較検討した．
研究材料および方法
　Wistar系雌ラット（体重200～240　g）を用い，
4．5％セボフルラン（95．5％02）（小動物麻酔装
置：新鋭工業）で導入後，3％の同麻酔で維持して
ホルマリン刺激実験を施行した．吸入麻酔を用いた
のは，予備実験においてネンブタール（45mg／kg）
で腹腔内麻酔したところ（n＝5），子宮刺激結果と
同じ胸腰髄領域にC－fos蛋白陽発現細胞（以下陽性
細胞と記す）を認めたからであり，また，セボフル
ランは麻酔導入と覚醒が早いからである．なお，セ
ボフルラン麻酔下で開腹および閉腹（n＝2）する
と胸腰髄にわずかに陽性細胞が出現するから開腹お
よび女腹部位には，局所麻酔薬1％塩酸リドカイン
を使用した．子宮外膜刺激：吸入麻酔後，左側傍腹
直筋切開にて開腹後，左側子宮体中央部を露：出し，
同士を5％ホルマリンを浸したテッシュペーパーで
包み，さらに他臓器への浸潤を防ぐため刺激部位を
パラフィルムで覆った．刺激時間は予備実験より，
陽性細胞が安定して発現する30分とし，テッシュ
ペーパーを取り除いた後，生理食塩液で刺激部位を
洗浄し，子宮を腹腔内に戻し閉嬉した．生存時間は
30（n＝2），60（n＝6），90（n＝3），120分間（n
＝4）とした．
　子宮内膜刺激：吸入麻酔し，膣および子宮頚部を
1％塩酸リドカインで局所麻酔した後，膣に最小外
径3mm，最大外径7mmの円錐型の拡大器を挿入
し，子宮外口を直視下に確認した．左側の子宮外口
より18G静脈留置カテーテルを外筒，直径0．05
mmの金属管を内筒として挿入し，5％ホルマリン
を用い0．8　ml／minにて左側の子宮内腔を灌流した．
なお，ホルマリン灌病前に予備実験として0．1％
cresyl　violetを灌流して子宮内膜全体が灌流される
ことを確認した．刺激時間は予備実験：より，陽性
細胞が安定して発現する60分とし，灌流後に生理
食塩液で30分間洗浄した後，カテーテルを除去し
た．生存時間は30（n－3），60（n　・6），90（n－4），
120分間（n＝2）とした．
　実験した動物に対して深麻酔下（4．5％セボフル
ラン）で，胸前壁に局所麻酔を施行して開胸して心
臓より生理食塩液で血液を洗浄し，次に4％パラホ
ルムアルデヒド／0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．4）で灌
流固定した．その後，脊髄を摘出して同固定液に1
日置30％スクロース／0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．4）
に2日間浸けた後，万能ミクロトーム（Yamato）
を用いて50μmの連続凍結切片を作製し，ABC法
にて免疫反応させてdiaminobenzidineで呈色反応
させた．各髄節および各脊髄領域の陽性細胞数は1
枚の切片では数が少ないので，第8胸髄から第6
腰髄にわたり各髄節ごとに切片28枚中の陽性細胞
を数えた．なお，コントロール実験は外膜刺激例，
内膜刺激例ともホルマリン刺激例で最も陽性細胞数
が多く出現した刺激時間に合わせて，ホルマリンを
生理食塩液におきかえ，外膜刺激実験（n＝3），内
膜刺激実験（n＝3）ともホルマリン刺激実験と同
様な手順で行った．脊髄前頭断面の構造はNiss1染
色標本を使用した．これらの実験を東京医科大学動
物実験指針に基づいて行った．
結 果
　刺激後の生存時間の差によって出現したC－fos蛋
白発現細胞（以下陽性細胞と記す）総数がどのよう
に変化するかをまずみてみる．外膜刺激例では，生
存時間30分粒（f81）で陽性細胞がわずかに出現
し，60分例（f74）において急激な増加をして最大
値を示した後，90分例（f87），120分例（f117）
と若干減少した（Fig．1A）．一方，内膜刺激例では，
陽性細胞数は生存時間30分例（f86）はわずかで，
時間が長くなるにつれて増加し，90慣例（f85）よ
りも120分例（f78）で若干増加した（Fig．1B）．
しかし，120分間生存の他の例をみると，90分例
（f85）より陽性細胞が著明に増加することはなか
った．この結果より陽性細胞の顕著な増加を示した
外膜刺激例では，生存時間60分半（f74），内膜刺
激例では生存時間90分例（f85）を代表例として
以下に所見を述べる．
　内膜・外膜いずれの刺激例においても，陽性細胞
数の多い少ないはあるが，出現部位は類似していた．
陽性細胞出現部位は側索背外側部（DL），1一トII層，
III＋Iv，　v，　vlIおよびx層（Fig．2）であり，陽
性細胞が出現した髄節は主に，外膜刺激例（f74）
では第9胸髄（T9）から第3腰髄（L3）であり
（Fig．3），内膜刺激例（f85）ではT9からし1であ
った（Fig．4）．髄節ごとの陽性細胞数は，外膜刺激
例（f74）ではTlo－L1に多く　（Figs．3，5A），内膜
刺激例（f85）ではT13とL1で多かった（Figs．4，
5B）．外膜刺激例で陽性細胞数が最も多かった領域
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Fig．1　Total　number　of　C－fos　labeled　cells　in　the　thoraco－lumbar　segments．　The　external　（EXT：　A）　or　internal　（INT：　B）
　　　membrane　of　the　rat　uterus　was　stimulated　by　50／o　formalin，　and　the　animals　were　sacrified　after　30　（f　81，　f　86），
　　　60　（f　74，　f　120），　90　（f　87，　f　85），　120　min　（f　117，　f　78）　survival　time．　The　number　with　“f”　indicates　that　of　the　experi－
　　　mented　rat．　EXT一，　INT－ST：　external，　internal　membrane　stimulation．　IPSI，　CONTRA：　ipsilateral，　contralateral　to
　　　the　stimulation　side．　These　abbreviations　are　used　in　the　other　figures．
は1＋II層で，ついでX層が多かった．しかし，1
＋II層では生存時間が長いとやや数が減少し，逆
にV，VIIおよびX層は生存時間が長いとやや数が
増加する傾向にあった（Fig．6A）．内膜刺激例にお
いても陽性細胞の分布は外膜刺激例と類似してお
り，また，生存時問と領域ごとの陽性細胞数は1＋
II層に多く，X層にも若干認めたが，いずれの領域
においても外膜刺激例と異なり生存時間が長い方が
多くなる傾向にあった（Fig．6B）．
　生存時間の変化によって，刺激と反対側に出現す
る陽性細胞数は同側の数と比べて少ないが，高高の
数が多い領域に対応するかのように外膜・内膜刺激
例とも1＋IIおよびx層に多かった（Figs．1，3～5）．
また，外膜刺激例（f74）ではT13で，内膜刺激例
（f85）ではL1で刺激側と反対側の陽性細胞が多か
った（Fig．5）．
　上述したように外膜刺激，内膜刺激によって生ず
る陽性細胞は純粋に刺激に応じたものか，あるいは
刺激前後の手術に関連した侵害刺激に応じたものか
を明確にするため，ホルマリンでなく生理食塩液を
用いた例をコントロール例とした．その結果，外膜
刺激60分例（f74）に対応したコントロール例（f
89）で，T9からし3までの陽性細胞数はf74の数の
約1／6であった（Fig．7A）．また，内膜刺激go語
例（f85）に対応したコントロール例（f122）で，
総数はf85の約1／7であった（Fig．7B）．さらに，
外膜刺激例とコントロール例　（Fig．8A：f74，　f　89）
および内膜刺激例とコントロール例（Fig．8B：f85，
f122）において，　DL，1＋II，　III＋IV，　VおよびX
層に刺激側主体に陽性細胞が出現するが（f74，　f
89），コントロール例（f85，　f122）で比較的多く
の陽性細胞がでたのは1＋II層（f　89ではX層も）
であった．いずれのコントール例においても陽性細
胞数は少なく，したがって刺激後の陽性細胞数は刺
激の結果出現したものが主体とみなせる．
考 察
　C－fos遺伝子は，侵害刺激により早期に一過性に
遺伝子転写が活性化されmRNAをつくり，さらに
C－fos蛋白を産生し，それらは末梢神経刺激による
中枢神経細胞興奮のマーカーになると考えられてい
る2・　4・　6～8，　36・　37）．また，ホルマリンは皮下注射により
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Fig．　2　Microphotographs　of　the　cytoarchitecture　and　C－fos　protein－labeled　cells．　The　frontal　Nissl－stained　section　of　the
　　　13th　thoracic　segment　（T13）　（A）．　After　50／o　formalin　stimulation　of　external　membrane　of　the　left　uterus　with　60
　　　min　survival　time　（f　74），　labeled　cells　（small　black　dots）　were　seen　in　laminae　1＋　II　（1　＋　II；　B），　V；　（D），　and　X
　　　（X；　E）　and　the　dorsolateral　part　of　the　lateral　funiculus　（C；　DL）　at　the　T13．　Bars　in　A　and　B－E　show　50ptm　and
　　　100ptm，　respectively．　AD：　anterior　funiculus　CC：　central　canal　LF：　lateral　funiculus　PF：　posterior　funiculus　VII：
　　　lamina　VII
痛みを引き起こし、脊髄内細胞にC－fos蛋白発現を
誘発する外因性化学物質である3・10・19・　30・　34・　35）．本研
究では，これまで研究されていない子宮の外膜ある
いは内膜に対するホルマリン刺激によりC－fos遺伝
子活性化によりC－fos蛋白発現細胞（以下発現細胞
と記す）の脊髄内分布を観察し，その他の内臓ある
いは体性侵害刺激に対応する脊髄陽性細胞分布と
の関係をこれまでの報告の結果と比較検討する．な
お，内臓痛あるいは体性痛は炎症を起こさない限り，
痛みや他の感覚を引き起こさないといわれているの
で38），我々の研究例では子宮の腫脹を認めた例を用
いている．
　C－fosは種々の外的条件で発現してくる．そこで，
目的とした刺激に発現した細胞をより正確に検索す
るには実験条件，コントロールによるC－fos発現を
充分に観察する必要がある．ケタミン麻酔で陽性細
胞は減少するし17），ネンブタ・一・一・・ル腹腔麻酔は陽性細
胞を出現することを我々の予備実験で認めた．また，
ウレタン8・37，39）やα一クロラール27）麻酔で，あるい
は長すぎる麻酔下で4），さらに，麻酔下でも開腹し
腸管をいじると40）C－fos蛋白合成誘発が脊髄や脳幹
では起こる．上記のように様々な要因によってC－
fosの活性が変化するので，本実験においては導入
および覚醒の早いセボフルラン吸入麻酔を行い，開
（4）
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Figs．　3，　4　Distribution　of　labeled　cells．　The　C－fos　protein－labeled　cells　were　seen　in　the　DL　and　laminae　1　＋　II，　III　＋　IV，
　　　V　and　X　through　T9－L3　（3rd　lumbar　segment）　after　EXT－ST　（Fig．　3）　or　INT－ST　（Fig．　4）　of　the　left　uterine．　One
　　　dot：　one　cell　producing　C－fos　protein．
腹，閉腹時塩酸リドカインで局所麻酔を行った．ま
た，子宮内腔灌流が充分行われることを色素
（0．1％cresyl　violet）を灌流して確認した．灌流の
際，膣および子宮頚部を拡張させるので，ここにも
局所麻酔を行った．なお，膣および子宮頚部を刺激
した結果，陽性細胞は主に第5腰髄（L5）から第1
仙髄（S1）に出現した23）と記載がある．我々の予
備実験でもこのことを確認し，さらにT9から：L3
にも若干の陽性細胞を認めた．膣および子宮頚部へ
の局所麻酔が有効な例では，L5からS1のみならず
T9からし3にもほとんど陽性細胞を認めなかった．
子宮内膜の刺激の際，膣および子宮頚部にカニュー
レの挿入で拡大侵害刺激が加わる可能性がある．こ
のようなことから，本研究では膣および子宮頚部の
侵害刺激の影響を除くために子宮内膜刺激例から
L5からS1に多数の陽性細胞が出現した例は除いて
ある．灌流固定の際の開胸にあたって，吸入麻酔，
局所麻酔を充分に行った．このような点に配慮する
ことによって，ホルマリン刺激以外の条件では脊髄
での陽性細胞はあっても極わずかであった．コント
ロールではホルマリン刺激をすると同様にして生理
食塩液で行った．その結果，1＋IIやX層に陽1生細
胞が出現したが，その数はホルマリン刺激に比べて
著しく少なかった．以上のことから，ホルマリン刺
激によって観察できた陽性細胞はホルマリンによる
侵害刺激効果を示しているといえる．本実験では
T9から：L3，とりわけ下部胸髄に陽性細胞が著明に
出現した．同様な所見は胃漿膜28）や腹膜3・　11・　21・　25）の
刺激で得られており，さらにこれらの底心は胃から
の交感神経系の求心線維の投射する髄節に41～45）一
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　　　　laminae　1　＋　II，　III　＋　IV，　V，　VII　and　X　through　T9－L3　after　EXT－ST　（A）　with　30　（f　81），　60　（f　74），　90　（f　87）　and　120
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致している．これらのことから下部胸髄は腹膜（漿
膜）を広くかつ強く支配していることを暗示してい
る．
　本実験の外膜刺激例において，胸腰髄に出現する
全陽性細胞数は刺激後60分間でピークになり，時
問が長くなると減少していく．しかし，腹腔へのホ
ルマリン注入による漿膜刺激では120分経って陽性
細胞数が最大になるとしている6）．このような陽1生
細胞が生ずる時間の差は，本実験では直接漿膜（子
宮外膜）を刺激しているが彼らの実験では6）腹腔に
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ホルマリンを注入して刺激しているので，刺激方法
の違いによると思われる．なお，C－fos　mRNA発現
細胞は刺激後30～45分間でピークになる6・28）．
　本実験：の内膜刺激例では生在時間が長くなれば陽
性細胞数はわずかに増加した．しかし，最も多く出
現した陽性細胞の総数は，外膜刺激例が内膜刺激例
の約4倍であった．外膜あるいは内膜刺激例で陽性
細胞総数が最大となる時間の差がでたのは外膜は薄
くホルマリンが早く筋層に到達するが，一方，内膜
刺激では解剖学的に内膜およびその直下には神経が
ほとんどなく（電顕所見：未発表），ホルマリンが
内膜を通り筋層に達して知覚神経を刺激するまでに
時間がかかるためと考えられる．また，子宮内膜刺
激例で生存時間を長くしても陽性細胞数がそれほど
多くならないことからホルマリンで内膜が固定さ
れ，ホルマリン浸透が阻害されることも考えられる．
なお，管腔を有する臓器（胃，腸）の内膜を化学物
質で刺激した例で9・28・45）C－fos　m　RNAあるいは陽性
細胞は認められなかった．その理由は明確でないが，
Schuligoi　et　al．28）は，中枢内の下行性抑制メカニズ
ムの作用46・　47）によるか，刺激によって胃粘膜に充
血が起こり，その場所にカルシトニン遺伝子関連ペ
プチドの放出48～50）が関与して，求心線維が刺激さ
れないのではないかと推測している．一方，尿管に
酢酸を注入して脊髄に広く陽性細胞が観察されてい
る22）．粘膜刺激でこのように差が起こる原因は粘膜
に物質の吸収作用が胃腸では強く，尿管や子宮では
ほとんどないということにあると我々は考えてい
る．
　本実験の内・外膜刺激例で陽性細胞は共通の領
域に，すなわち側索背外側部（DL），1＋II，
III＋IV，　V，　VIIおよびX層に認めた．1＋II層が
一次性の内臓および体性感覚求心神経を受けるか
ら1・2・6～8・　12，　19，　25・　29，37・　51・　52），1＋II層は，子宮からの侵
害情報も直接受ける領域であるといえる．V層にあ
る細胞は，そこからでる樹状突起がII層に達する
から一次性侵害情報を直接受ける可能性はある．X
層には子宮を含めた内臓および体性侵害刺激でC－
fosが発現している2～4，9～11・13，14・20～23，　25・26・　53“”　55）．
Matsushita56＞によれば，　X層はお互いに結合してお
り，またVII，　VIII層にも側副枝を送り，体性や内
臓の侵害情報および知覚情報を受けてそれらの情報
を修飾している可能性を指摘している．今後，脳に
おいても子宮の内・外膜侵害刺激に応答する細胞を
検索し，痛みの情報の流れの全体像を究明したい．
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Spinal　cord　cells　expressing　C－fos－like　protein　in　response　to　formalin
stimulation　of　the　external　and　internal　membranes　of　the　rat　uterus
Satoru　KONISHI，　Taiko　KITAMURA＊，　Kenta　KUNIMOTO＊，
　　　　　Shigeo　WATANABE＊　and　Munehumi　TABUCHI
Departments　of　Surgery　and　Anatomy＊，　Tokyo　Medical　University
　　The　rapid　transcription　of　C－fos－DNA，　一mRNA　and　一protein　after　sensory　nerve　stimulation　indicates
that　C－fos　induction　is　a　marker　of　C－and／or　A6－fiber　transmission　to　the　spinal　cord　neuronal　cells．
Although　many　fos　immunocytochemistry　studies　have　been　performed　on　spinal　cord　cells　subserving
somatic　or　visceral　nociception，　there　are　no　reports　of　experiments　involving　the　stimulation　of　the
internal　or　external　membrane　of　the　uterus．　The　principal　aim　of　the　present　study，　therefore，　is　to
examine　the　distribution　pattern　of　the　spinal　cord　cells　expressing　the　C－fos　like　protein　in　response
to　noxious　stimulation　of　the　uterine　membranes　with　formalin．　After　80　min　of　formalin　stimulation
of　the　external　or　internal　uterine　membrane　of　rats，　the　animals　were　kept　30，　60，　90　or　120　min，　and
then　were　perfused　with　paraformaldehyde／phosphate　buffer　（pH　7．4）．　The　removed　spinal　cords　were
soaked　for　1　day　in　the　same　fixative，　followed　for　2　days　in　3090　sucrose／phosphate　buffer　（pH　7．4）
and　cut　serially　into　50　um　frontal　sections　on　a　freezing　microtome．　The　sections　were　stained　immuno－
histochemically．　The　number　and　distribution　of　cells　expressing　C－fos－like　protein　（C－fos　cells）　were
examined　in　28　sections　of　every　segment　from　the　lower　thoracic　to　the　upper　lumbar　spinal　cord．
A　relatively　large　number　of　C－fos　cells　appeared　first　in　laminae　1＋　II　ipsilateral　to　the　stimulation
side．　As　time　progresses，　a　small　number　of　C－fos　cells　also　appeared　in　laminae　V　and　X　and　the
dorsolateral　part　of　the　lateral　funiculus　ipsilaterally　and　in　laminae　1　＋　II，　V　and　X　contralaterally．
　　The　number　of　C－fos　cells　was　larger　following　external　membrane　stimulation　case　than　following
that　of　the　internal　membrane，　but　the　distribution　of　the　C－fos　cells　was　similar　in　the　two　membrane
stimulation　cases．　The　difference　in　the　number　of　C－fos　cells　between　the　two　was　due　to　the　intemal
membrane　being　thicker　and　the　permeability　of　formalin　being　poorer．　ln　previous　experiments　also
involving　somatic　and　other　visceral　nociceptive　stimuli，　C－fos－DNA，　一mRNA　and　一protein　expression
were　observed　in　laminae　1　＋　II，　V，　and　X，　and　also　consistent　with　our　findings　following　stimulation
of　the　uterine　membranes．　However，　for　the　first　time　among　the　various　tubular　visceral　organs，
we　observed　induction　of　C－fos　cells　in　the　spinal　cord　following　direct　stimulation　of　not　only　the
external　but　also　the　internal　uterine　membranes．
〈Key　words＞　Formalin　stimulation，　External　uterine　membrane，　lnternal　uterine　membrane，　C－fos
　　　　　　　　　　　protein，　Spinal　cord　cell
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